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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 
Актуальність теми. Важливим завданням сучасної біотехнології є 
розробка наукових основ та інженерних рішень для одержання продуктів, що 
мають широкі перспективи практичного використання. Одне з провідних місць 
серед них належить ферментам мікробного походження, які застосовують у 
різних галузях промисловості та господарства. Бактеріолітичні ферменти 
(бактеріолізини), що за специфічністю є глікозидазами, амідазами, протеазами, 
використовують не лише як антимікробні препарати, дезінфектанти та 
компоненти засобів з антисептичним ефектом, а й у промисловості − харчовій, 
текстильній, хімічній тощо (Kuddus, 2012; Половко, 2013; Нагібіна, 2014).  
Особливістю біосинтезу бактеріолітичних ферментів є утворення 
комплексів, сумісна дія яких викликає руйнування клітин мікроорганізмів. До 
переваг біотехнологічних розробок з використанням мікробних продуцентів 
належить можливість отримувати не лише комплексний антисептичний 
препарат, а й (впливаючи на спрямованість біосинтезу) спектр цільових 
продуктів або їх різних форм. Серед сучасних тенденцій у промисловій 
біотехнології − розробки продуктів поліфункціонального призначення, а також 
максимальне використання потенціалу мікробних продуцентів. Це дає змогу 
одержати декілька різних продуктів в одному технологічному циклі, наприклад, 
препаратів біомаси продуценту одночасно з супутніми біологічно активними 
метаболітами тощо (Заваліна, 2010; Карпенко, 2015).  
Вказані тенденції обумовлені, в тому числі, спробами вирішити проблему 
промислової реалізації розробок і запропонувати підприємствам галузі 
технології виробництва спектру цільових продуктів на базі однієї технологічної 
лінії. Це дозволить не лише знизити собівартість окремих продуктів, а й 
корегувати їх асортимент відповідно до зміни попиту без суттєвих додаткових 
витрат. Очевидно, впровадження таких поліваріантних технологій в Україні 
сприятиме розвитку галузі і надходженню на ринок вітчизняної 
біотехнологічної продукції, яка вкрай обмежена на сьогодні.      
Поряд із широкими сферами застосування лізоензимів, актуальність 
пошуку нових та дослідження відомих мікробних продуцентів обумовлена їх 
потенційною здатністю до одночасного синтезу антимікробних сполук різної 
природи. Природні захисні механізми клітини інколи поєднують утворення 
ферментів, антибіотиків, бактеріоцинів та інших метаболітів. В сучасних 
композиціях фармацевтичних препаратів найчастіше поєднують антибіотики та 
ферменти або речовини хімічного походження, що визначає широкий спектр їх 
антимікробної дії та ефективність щодо резистентних форм патогенів 
(Руденська, 2010; Абаев, 2010; Xu G., 2015). Однак створення таких 
комбінованих антисептиків відбувається з використанням окремих готових 
діючих речовин, а вказана вище особливість мікробних продуцентів может 
бути використана в розробках полікомпонентних антисептиків безпосередньо в 
ході біотехнологічного виробництва.   
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Одною з мікробних культур, що відома як продуцент комплексу 
бактеріолізинів, є актиноміцет Streptomyces recifensis var. lyticus. Достатньо 
вивчені властивості ферментного комплексу та визначені потенційні сфери 
застосування показали перспективи розробки на його основі альтернативних 
готових форм препаратів-антисептиків (Соколова, 1986; Чорногор, 1998;  
Григор′єва, 2009). Зважаючи на дані літератури, очевидно, й встановлений 
раніше біосинтетичний потенціал культури може бути не вичерпаний та 
потребує додаткового дослідження.   
Таким чином, актуальність роботи обумовлюється практичною 
відсутністю вітчизняних біотехнологій ферментних антимікробних препаратів 
при широких сферах їх застосування, наявністю мікробного продуценту 
бактеріолітичного комплексу та перспективою розробки поліваріантної 
біотехнології спектру готових форм препаратів для різних галузей, що може 
бути реалізована на базовій технологічній лінії з окремими варіативними 
процесами.   
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 
Дисертаційна робота виконана на кафедрі промислової біотехнології НТУУ 
«КПІ» в рамках наступних науково-дослідних робіт: № ДП/325-2003 «Розробка 
технології гідролітичного поліферментного препарату мікробного походження» 
(2003-2004 рр., державний реєстраційний № 0103U008837; керівник роботи), 
№ М/246-2003 «Дослідження модифікованих ферментних систем для 
альтернативних текстильних фінішних процесів» (2003-2004 рр., державний 
реєстраційний № 0103U008839; керівник роботи), № М/304-2003 «Іммобілізація 
протеїн/пептидів для підвищення реактивності та стабільності» (2003-2004 рр., 
державний реєстраційний № 0103U008838; відповідальний виконавець), 
№ ФБТ 1/2010 «Селекція продуцента бактеріолітичного ферментного 
комплексу Streptomyces recifensis var. lyticus» (2010-2014 рр.; керівник роботи).   
Мета і задачі досліджень. Метою роботи є розробка науково 
обгрунтованої біотехнології різних готових форм антисептиків на основі 
мікробних бактеріолітичних ензимів та визначення напрямків їх практичного 
застосування.  
Для досягнення поставленої мети вирішували наступні задачі: 
1. Визначити принципи та ефективність застосуванням мутагенів різної 
природи та інших факторів в підтримуючій селекції продуценту бактеріолізинів 
Streptomyces recifensis var. lyticus; провести оцінку таксономічного статусу 
культури сучасними методами.  
2. Отримати продуцент з підвищеною активністю щодо синтезу літичних 
ферментів та дослідити здатність культури до утворення антимікробних 
метаболітів іншої (антибіотичної) природи.  
3. Провести оптимізацію поживного середовища для біосинтезу 
бактеріолізинів селекціонованим штамом і встановити характеристики та 
специфічність дії індивідуальних продуктів та їх комплексів.  
4. Обгрунтувати та визначити способи, умови та технологічні параметри 
виділення та очистки антимікробних метаболітів культури для отримання 
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різних готових форм препаратів відповідно до визначених напрямків їх 
застосування.  
5. Розробити композиції мийних засобів та ветеринарних форм з 
використанням отриманих антимікробних препаратів, а також способи 
застосування бактеріолізинів в процесах різних галузей промисловості. 
6. Дослідити здатність розроблених препаратів впливати на мікробні 
біоплівки, розвиток фітопатогенів та виявляти рістстимулюючу дію. 
7. Розробити біотехнологію препаратів-антисептиків з варіативними 
процесами відповідно до готових форм, нормативну документацію на 
виробництво препаратів та рекомендації щодо їх застосування.   
Об’єкт дослідження – процеси біосинтезу антимікробних метаболітів 
Streptomyces recifensis var. lyticus та технологія отримання препаратів на їх 
основі. 
Предмет дослідження – способи та технологічні параметри 
виробництва різних готових форм антисептиків, а також властивості 
розроблених препаратів, напрямки і процеси їх застосування. 
Методи досліджень. Для виконання поставлених завдань використано 
наступні методи: мікробіологічні (аналіз антагоністичної активності, підтримка 
культур), біотехнологічні (культивування та процеси виділення антимікробних 
продуктів), біохімічні (активність ферментів, вміст білку), генетичні (селекція, 
мутагенез, сиквенування, аналіз ДНК продуценту), фізико-хімічні 
(іммобілізація ферменту, фракціонування продуктів; спектрометричний, 
хроматографічний та мас-спектрометричний аналіз продуктів біосинтезу), 
математичні методи (оптимізація складу поживного середовища, статистична 
обробка результатів). Науково-практичні та виробничі випробування проведені 
на підприємствах та в галузевих інститутах.  
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше проведено 
комплексний аналіз таксономічного статусу культури продуценту 
бактеріолізинів, первісно ідентифікованої як Streptomyces recifensis var. lyticus.  
Визначено нуклеотидну послідовність гену 16S рРНК культури, що 
дозволило встановити її еволюційну близькість (з вірогідністю 98%) до 
кластеру з видами Streptomyces albus і Streptomyces saprophyticus, а 
порівняльний аналіз їх морфолого-біохімічних, біосинтетичних особливостей 
та систематичного положення дали підстави реідентифікувати культуру як 
Streptomyces albus. Результати сиквенування гену 16S рРНК культури 
депоновано в міжнародній базі даних GenBank за № JN129837.  
Встановлено ефективність застосування мутагенів різної природи (НNO2, 
ультрафіолетового випромінювання, N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідіну), а 
також їх комбінацій для отримання надсинтетиків бактеріолізинів та в 
підтримуючій селекції культури S.albus. Визначені дози та режими ступінчастої 
обробки культури вказаними мутагенами, що дають змогу підвищити 
біосинтетичну здатність культури в 4-5 разів.   
Вперше на основі оцінки варіабельності геному досліджуваної культури 
під впливом мутагенів різної природи виявлені фрагменти ДНК, що відрізняють 
природний штам від штамів, які піддавалися дії фізичних та хімічних факторів. 
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Фрагмент довжиною 300 пар нуклеотидів присутній лише у ДНК мутантних 
штамів, а природний штам можна ідентифікувати за наявністю фрагменту у 
1000 пар нуклеотидів. Встановлені факти обумовлюють можливість 
диференціації штамів культури в процесі роботи, а також аналізу впливів 
зовнішніх чинників на спадковість стрептоміцетів. 
Вперше визначена здатність досліджуваної культури S. albus до синтезу 
комплексу антибіотиків провідної антифунгальної дії, які є переважно 
екзогенними метаболітами. Встановлені характеристики двох основних 
антибіотичних сполук культури (фактор розділення Rf=0,65, максимуму 
поглинання при λ=270-275 нм, молекулярні маси 390,3 і 254,1) обумовили їх 
ідентифікацію за даними біоінформаційних баз як біс(2-етилгексил)фталат 
(C24H38O4) і 3-O-метилциклополова кислота (C12H14O6), відповідно. Показано 
нові напрямки дослідження та використання культури S. albus (первісно S. 
recifensis var. lyticus) як продуцента антифунгальних антибіотиків. 
Вперше встановлені наукові основи виділення антибіотиків S. albus, що 
полягають у підборі системи екстракції та фракціонування для отримання 
препаратів антибіотиків різної специфічності: хлороформ:ізопропанол (97:3–
80:20) – антифунгальні фракції; хлороформ, гексан:хлороформ (1:1) – 
антибактеріальні сполуки.   
Вперше показана висока антагоністична активність S. albus щодо 
фітопатогенів родів Bipolaris, Fusarium, Phytium, Rizoctonia визначає 
перспективи розроблення препаратів-антисептиків для рослинництва на основі 
даного продуценту. 
Практичне значення отриманих результатів. Розроблена поліваріантна 
біотехнологія препаратів-антисептиків різного призначення на основі 
мікробних бактеріолізинів селекціонованого продуценту S. albus UN44. 
В процесі ступінчастого мутагенезу отримано штам S. albus UN44 із 
підвищеною у 4,5 рази здатністю до синтезу бактеріолізинів, який використано 
у представленій розробці, депоновано в Українській колекції мікроорганізмів 
(№ ІМВ Ас-5030) та захищено рядом патентів як продуцент антимікробних 
сполук.  
Показана здатність селекціонованого штаму S. albus UN 44 до 
використання меляси у складі поживного середовища. Із застосуванням 
двофакторного дисперсійного аналізу та центрального композиційного 
рототабельного плану оптимізовано склад поживного середовища для синтезу 
бактеріолізинів продуцентом, що визначає здешевлення середовища в 1,5-
2 рази (за рахунок заміни гідролізованого крохмалю мелясою) і підвищення 
рівня синтезу продукту на 30-40%.  
Розроблено науково-обґрунтовану біотехнологію іммобілізованого 
бактеріолітичного препарату Циторецифен-М, що включає біосинтез продукту 
штамом S. albus UN44, вилучення біомаси, іммобілізацію та отримання сухого 
гранульованого або ліофілізованого препарату з літичною активністю 100-150 
тис. МО/г. Запропонована розробка апробована та впроваджена у виробництва 
на ДП «Ензим» (м. Ладижин Вінницької обл.). Розробку впроваджено також у 
практику роботи Лабораторії медичної мікробіології з музеєм патогенних для 
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людини мікроорганізмів ДУ «Інститут епідеміології та інфекційних хвороб ім. 
Л.В. Громашевського НАМН України». 
Розроблено біотехнологію отримання спектру альтернативних форм 
препаратів-антисептиків для застосування у складі синтетичних мийних 
засобів, в основі композицій м′яких та рідких ветеринарних препаратів, як 
препаратів для рослинництва, а також в процесах харчової промисловості. 
Розроблений спосіб отримання біологічно активних структур клітин 
молочнокислих бактерій за допомогою препарату бактеріолізинів впроваджено 
у виробництво дієтичних продуктів на підприємстві ТОВ «Міріммунофарм» 
(с. Вільхівка, Харківська обл.).  
На основі результатів досліджень розроблено апаратурно-технологічні 
схеми та біотехнологію запропонованих форм препаратів-антисептиків, 
регламент на виробництво іммобілізованого ферментного препарату 
Циторецифен-М (ПР 20.59-02070987-001:2015), технічні умови на рідкий 
антисептик Цитал (ТУ 20.59-02070987-004:2015), рекомендації до застосування 
препаратів комплексу бактеріолізинів Цитал та препарату для рослинництва 
Стрептофунгін-Фіто.   
Окремі результати досліджень впроваджено в навчальний процес на 
кафедрі промислової біотехнології НТУУ «КПІ» (курси «Загальна 
біотехнологія», «Основи фармацевтичних виробництв») та на кафедрі генетики 
та біотехнології Львівського національного університету імені Івана Франка 
(курси «Біотехнологічні процеси і продуценти», «Генетика мікроорганізмів»).  
Зазначені практичні результати роботи підтверджено відповідними 
актами впровадження, рекомендаціями до застосування та патентами України 
(3 патенти на винахід, 6 патентів на корисні моделі).  
Економічна доцільність розробки обумовлена зниженням собівартості 
поживного середовища для біосинтезу продукту в 1,5-2 рази з одночасним 
збільшенням продуктивності процесу на 40%. Висока рентабельність 
виробництва визначається також можливістю випуску одночасно кількох 
антисептичних продуктів в одному технологічному циклі. Порівняльна оцінка 
вартості окремих продуктів щодо найближчих зарубіжних аналогів показує 
вищу ціну останніх в середньому на 20-30%.   
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота спланована і 
підготовлена автором особисто. Ідеї та гіпотези, що були покладені в основу 
роботи, планування й організація експериментів, обробка та узагальнення 
результатів належать автору. Результати роботи, які викладено в дисертації, 
одержані під керівництвом дисертанта та за його безпосередньої участі. 
Особисто або за безпосередньої участі автора підготовлено публікації. 
Селекція та отримання штамів-продуцентів проводилися спільно з д.б.н. 
В.О. Федоренко, к.б.н. О.М. Громико, А.В. Буцяком, О.М. Пагер. Генетичний 
аналіз продуценту здійснювався спільно з к.б.н. В.В. Клочко, к.б.н. 
Л.Б. Зеленою. Дослідження антагоністичної активності продуценту, виділення 
та ідентифікація антибіотиків штаму проводилося спільно з к.б.н. В.В. Клочко. 
Оптимізація поживного середовища для біосинтезу бактеріолізинів 
здійснювалася спільно з Л.О. Пєсковою, розробка способу та режимів 
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отримання іммобілізованого препарату проводилася спільно з к.т.н. 
М.А. Григор′євою, Н.В. Поліщук. Встановлення антимікробного спектру дії та 
ефективних доз розроблених антисептиків здійснювали спільно з д.мед.н. 
О.І. Поліщук, к.мед.н. О.В. Покас. Аналіз складу та специфічної активності 
ферментного комплексу проводили спільно з к.б.н. Л.М. Шинкаренко, проф. 
Х. Хоккер, проф. Е. Хейн, к.т.н. І.Р. Клечак, В. Кокол, к.с.-г.н. Н.В. Дехтяренко, 
В.М. Ліновицькою, Л.П. Дзигун. Розробка готових форм та технологій 
препаратів-антисептиків різного призначення здійснювалися спільно з к.т.н. 
М.А. Григор′євою, М.О. Будько, Т.І. Іздебською, Л.О. Пєсковою, Д.О. 
Гончаровою. Аналіз рістстимулювальної дії дослідного препарату проводилися 
спільно з к.б.н. Н.Я. Левчик, А.В. Любінською. Аналіз літературних даних за 
окремими темами проводилися спільно із д.б.н. О.М. Дуганом, д.б.н. 
Федоренко В.О., к.т.н. І.Р. Клечак. Особисто автором описані результати 
досліджень, проведено їх аналіз та обговорення, сформовані висновки. Автор 
висловлює щиру вдячність зазначеним науковцям за допомогу та подяку всім, 
хто сприяв виконанню дисертаційної роботи.   
Апробація результатів дисертації. Основні положення роботи 
представлені на Х з′їзді Товариства мікробіологів України (2004 р., м. Одеса), 
ІІІ International Conference on Textile Biotechnology (2004 р., м. Грац, Австрія), ІІ 
Всероссийской научной конференции с международным участием «Сорбенты 
как фактор качества жизни и здоровья» (2006 р., м. Бєлгород, Росія), V 
Міжнародній науково-практичній конференції «Наука в інформаційному 
просторі» (2009 р., м. Дніпропетровськ), Х Українському біохімічному з′їзді 
(2010 р., м. Одеса), VII Міжнародній конференції «Молодь і поступ біології» 
(2011 р., м. Львів), 77 Науковій конференції «Наукові здобутки молоді – 
вирішенню проблем харчування людства у ХХІ столітті» (2011 р., м. Київ), V 
регіональній науково-практичній конференції «Біотехнологія ХХІ століття» 
(2011 р., м. Київ), І Міжнародній науково-практичній конференції «Химия, Био-
и нанотехнологии, экология и экономика в пищевой и косметической 
промышленности (2013 р., м. Щелкіно), ХХ Міжнародній науково-практичній 
конференції «Актуальні питання створення нових лікарських засобів»: (2013 р., 
м. Харків), 14th International Conference on the Chemistry of Antibiotics and Other 
Bioactive Compounds (2015 р., Галвестон, США).  
Публікації. За результатами досліджень опубліковано 49 праць, серед 
яких 1 монографія, 18 статей у фахових наукових виданнях (у т.ч. 3 у виданнях 
України, що включені до міжнародних наукометричних баз даних та 2 статті у 
виданнях інших країн), 3 Патенти України на винаходи, 6 патентів України на 
корисні моделі, 11 тез доповідей, 4 навчально-методичні розробки, 6 статей у 
інших наукових виданнях України. 
Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, 
огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень (4 
розділи), аналізу та обговорення результатів, висновків, списку використаної 
літератури (365 найменувань), додатків. Робота викладена на 370 сторінках 
друкованого тексту, містить 85 рисунків та 43 таблиці. 
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ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 
Розділ 1. Cучасні принципи розробки антисептиків на основі 
мікробних ферментів (огляд літератури). Проаналізовано сучасну наукову 
літературу, присвячену проблемам селекції та шляхам підвищення 
продуктивності мікробних продуцентів антисептичних речовин. Визначено 
пріоритетні принципи створення готових форм антисептиків в залежності від 
галузей їх застосування, а також тенденції щодо розробок біотехнологій 
продуктів з поліфункціональними властивостями. За даними літератури 
окреслено перспективи застосування препаратів-антисептиків та окремих 
ензимів у промисловості, ветеринарії, медицині, сільському господарстві та 
визначено актуальні напрямки досліджень. 
Розділ 2. Матеріали і основні методи досліджень. В роботі 
використовували культуру продуценту комплексу бактеріолітичних ферментів 
Streptomyces recifensis var. lyticus з музею кафедри промислової біотехнології 
НТУУ "КПІ", природний штами 2435 (ВКПМ № AC 668) та штам-мутант 
2435/М (УКМ ІМВ № Ас-5001), а також штами-надсинтетики бактеріолізинів, 
отримані в ході проведеної селекції куьтури.  
Культивування продуцентів здійснювали у колбах Ерленмейера 
(750 см3) на ротаційній качалці (IKA HS/KS 260 basic, Germany) при температурі 
28±1  °С впродовж  3-5 діб при 220 хв-1, а також у лабораторному ферментері 
(3 дм3) та на пілотній установці у напіввиробничих умовах. Культуру 
підтримували на агаризованому середовищі Гаузе або Чапека, для біосинтезу та 
подальшої оптимізації використовували поживне середовище на основі 
гідролізованого крохмалю або глюкози та соєвого борошна (Григор′єва, 2009) та 
досліджувані модифікації середовища.   
Тест-культури та референс-штами. На різних етапах селекції, 
визначення літичної активності культури та ферментного препарату, а також 
при встановленні антагоністичної активності культури та специфічності 
антибіотиків використовували наступні тест-культури: Staphylococcus aureus В-
918, Escherichia coli В-926, Pseudomonas aeruginosa В-900, Candida albicans Y-
2681, Candida cefyr Y-899, Bacillus subtilis B-901, B. subtilis B-617, Micrococcus 
flavus Ac-634, Sarcina lutea B-255, Fusarium graminearum, Pythium sylvaticum, 
Bipolaris sorokiniana, Rizoctonia solani та референс-штами (УКМ, ІМВ НАН 
України):  грампозитивні – B. subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778, 
St. aureus ATCC 6538, Kocuria (Micrococcus) varians ATCC 9341; грамнегативні 
-  E. coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC 6896, P. aeruginosa ATCC 9027, 
Salmonella enterica NTCT 9027; дріжджі – C. albicans ATCC 10231, Candida 
utilis ATCC LIA-01.  
Селекцію продуценту та аналіз мінливості культури під впливом обраних 
мутагенів проводили, використовуючи спорову суспензію клітин (108  кл/см3) у 
фізіологічному розчині, яку обробляли N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідіном 
(НГ), ультрафіолетовим випромінюванням (УФВ), НNO2 в різних дозах та 
комбінаціях. Відбір надпродуцентів та мінливість  культури оцінювали за 
індексом літичної активності (ІЛА) окремих клонів, що  визначали як 
відношення діаметру зони лізису тест-культури на середовищі до діаметру самої 
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колонії.  Мінливість культури виражали коефіцієнтом варіації (CV) ІЛА, 
розраховуючи за (Пагер, 2010). Біосинтетичну активність окремих клонів 
характеризували також відсотком виникнення при розсіві “плюс”- та “мінус”-
варіантів, тобто клонів, величина ІЛА яких відрізняється від середнього 
значення на дві величини стандартного відхилення.  
Варіабельність геному культури оцінювали наступним методом. 
Тотальну ДНК виділяли із суспензії клітин за допомогою комплекту реагентів 
для виділення ДНК ("ДНК-Технология", Росія). Ампліфікацію проводили за 
(Todosiichuk et al., 2015), використовуючи праймери до коротких нуклеотидних 
повторів: 5'-(GTG)5-3' і 5'-(GACA)4-3'. Полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) 
проводили на ампліфікаторі "Терцик" (Росія). Розмір ампліконів визначали за 
допомогою маркера молекулярної ваги Gene Ruler  DNA ladder (MBI 
Fermentas, Литва). Дендрограму генетичних взаємозв’язків будували на 
основі розрахованих значень генетичних відстаней Нея-Лі (Nei and Li, 1979) 
за допомогою програми  MEGA 5.0 (метод незваженого попарного середнього 
- UPGMA). 
Виділення ДНК, ПЛР і сиквенування. ДНК виділяли з 24-годинної 
клітинної культури S. recifensis var. lyticus за допомогою набору “ДНК-СОРБ В” 
(“Амплісенс”, Росія). Ампліфікацію гена 16S рРНК проводили з праймерами 
27f і 1492r, згідно протоколу (Lane, 1991). Очищений ПЛР-продукт сиквенували 
з використанням тих же праймерів на приладі ABI 310 (Applied Biosystems). 
Отримані нуклеотидні послідовності аналізували за допомогою програми 
BLASTN і бази даних GenBank. За допомогою програми CLUSTAL W, 
вбудованої в пакет програм MEGA 4 (Tamura, 2007), виконували множинне 
вирівнювання отриманих послідовностей і послідовностей гена 16S рРНК 
типових штамів. Побудову філогенетичного дерева здійснювали з 
використанням методу найближчого зв′язування (neighbor-joining) і 
двопараметрової моделі Кімури. Статистичну достовірність оцінювали за 
допомогою bootstrap-аналізу.   
Виділення та ідентифікація антибіотичних сполук. Екстракцію 
антибіотичних сполук S.albus проводили в два етапи хлороформом та 
етилацетатом.  Фракціонування екстракту здійснювали за допомогою 
колонкової хроматографії, використовуючи як сорбент сілікагель марки "L" 
("Lachema", Чехія). Тонкошарову хроматографію (ТШХ) очищеного екстракту 
проводили на пластині Silufol UV-254 ("Lachema", Чехія), використовуючи 
систему хлороформ:толуол:метанол=5:1:1 (як модифікатор − 10%-й розчин 
оцтової кислоти). Хроматографічний аналіз фракцій проводили на рідинному 
хроматографі Agilent 1200 (США). Визначення молекулярної маси отриманих 
речовин проводили в режимі негативної іонізації з використанням мас-
спектрометричного детектора Agilent G1956B (США), фіксуючи значення m/z 
(Klochko, 2014). Враховуючи умови іонізації сполук, дійсними молекулярними 
масами речовин вважали значення зменшені на 1 від отриманих в ході мас-
спектрометричного аналізу. Структурні формули сполук, згідно їх 
молекулярних мас, визначали за базою даних "Dictionary of natural products. 
ChemNetBase".  
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Оптимізацію складу поживного середовища для синтезу бактеріолізинів 
селекціонованим штамом S. albus UN44 здійснювали методом двофакторного 
дисперсійного аналізу і центрального композиційного рототабельного плану з 
наступним знаходження оптимумів по поверхні відгуку методом Гауса-Зейделя.  
Основні характеристики процесу біосинтезу антимікробних сполук 
та препаратів визначали наступними методами: білок – методом Лоурі (Lowry, 
1961), літичну активність (ЛА) – турбідиметричним методом за здатністю до 
лізису суспензій тест-культур (Павлова, 1988), протеолітичну (ПА) – за 
азоказеїном (Петрова, 1966), амілолітичну (АА) –  за рівнем гідролізу крохмалю 
(Рухлядєва, 1981). Дослідження здатності до руйнування біоплівок 
мікроорганізмів проводили за (Покас, 2011). Визначення бактеріостатичної 
активності біопрепаратів проводили за методом Голда (Gould, 1965). 
Визначення впливу активності препаратів на проростання, ріст та розвиток 
зернових та овочевих культур проводились за методикою (Войцехівська, 2010). 
Антагоністичну активність продуценту визначали на середовищі Гаузе №2 
методом радіальних штрихів за величиною зон затримки росту референс-
штамів.  
Іммобілізація ферменту адсорбційним способом. У розчин ферменту 
або фугат культуральної рідини вносили носій (3-15 %), перемішували  
впродовж 10-60 хв при досліджуваних температурах 5-30 °С, відділяли 
центрифугуванням та висушували. Іммобілізацію проводили у водному розчині 
ферменту та у буферних системах: борно-лужній (рН 8,4), фосфатно-лужній 
(рН 6,2), цитратній (рН 4,1). Як носії для іммобілізації ферментного комплексу 
використовували метилцелюлозу, поліетиленгліколь, поліоксиетилен, аеросил 
(А-300, А-380), полівініловий спирт та поліакриламід. Вибір таких носіїв 
обумовлено нешкідливістю, великою поверхнею адсорбції та потенційною 
здатністю стабілізувати ферменти.   
Спектральне дослідження зразків іммобілізованих препаратів 
здійснювали  методом інфрачервоної (ІЧ) спектроскопії на спектрометрі 
Tensor-37 («Bruker», Німеччина). Електронне дослідження зразків препаратів 
проводили на скануючому електронному мікроскопі фірми GEOL GSM-6060.  
Статистичну обробку проводили із застосуванням t-критерія Ст’юдента 
для малих вибірок на 0,05 рівні значущості. Статистичну обробку результатів 
проводили з використанням комп’ютерних програми  Excel Microsoft Office XP,  
РОРGEN. 
Розділ 3. Продуцент бактеріолізинів Streptomyces  recifensis var. lyticus: 
особливості селекції, таксономія та біосинтетичний потенціал. У розділі 
представлено результати ступінчастої селекції продуцента бактеріолізинів S.  
recifensis var. lyticus з застосуванням мутагентів різної природи, аналіз впливу 
мутагенів на мінливість культури та дослідження її таксономічного статусу 
сучасними методами.  
Аналізували вплив на мінливість культури мутагенів, що раніше не 
використовувалися в її селекції, а саме ультрафіолетового випромінювання 
(УФВ), N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідіну (НГ) та НNO2. Як вихідні для 
обробки використовували природний штам 2435 та раніше отриманий з 
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застосуванням N-метил-N-нітрозосечовини (МНС) штам 2435/М. Показники 
виживання штамів, а також зміни у розподілі величин ІЛА клонів при обробці 
вказаними мутагенами у різних режимах та концентраціях використовували для 
встановлення їх ефективних  доз. Наступна обробка спорової суспензії штаму 
2435/М у попередньо встановлених ефективних дозах азотистою кислотою (0,5 
М НNO2, 50 хв.) і УФВ (240 Дж/м2) дозволила виділити штами з підвищеним на 
200% і 190% рівнем синтезу ферментів, відповідно, АЕ52 і US101 (рис. 1). 
 
 
 
Рис. 1. Схема ступінчастої обробки  S. recifensis var. lyticus мутагенами 
(вказаними над стрілками) та виділення штамів з підвищеним рівнем синтезу 
щодо попереднього варіанту (значення в дужках) 
 Примітка:*штам в даній роботі не отримували, а використовували для обробки 
 
 Обидва варіанта обробки приводили до появи у розсіві культури до 10% 
високоактивних клонів з індексами літичної активності (ІЛА) більше 6, яких не 
було у вихідної культури та до 5 % «плюс»-варіантів (табл. 1). Загальною 
закономірністю впливу використаних мутагенів в ході ступінчастої селекції S. 
recifensis var. lyticus є коливання мінливості культури за ознакою літичної 
активності (CV) щодо тест-культури S. aureus (18,7-21,0%) та її збільшення 
щодо E. coli (до 20,3%).  
Застосування ступінчастої селекції дозволяє відібрати варіанти з 
накопиченням позитивних змін. Так, середній ІЛА підвищується у кожного 
мутанту, отриманого на наступному етапі мутагенезу (рис.1, табл. 1). Цей 
показний у природного штаму (2435) становить 4,1 (за здатністю руйнувати E. 
coli), у штамів US101 і АЕ52 −  4,6 і 5,2, відповідно, а штам UN44, отриманий 
послідовною обробкою трьома мутагенами (МНС + УФВ + НNO2) збільшив 
його до 5,7. Раніше отриманий мутант 2435/М, очевидно, внаслідок 
гетерогенності культури, на момент дослідження мав рівний з природним 
штамом середній ІЛА (4,1), що свідчить про необхідність підтримуючої 
селекції продуценту. Однак, високий відсоток «плюс»-варіантів у розсіві 
(3,3/5,2) цього штаму вказує на стабільність раніше набутої здатності до 
надсинтезу і можливість використання його в селекції.  
Застосування комбінації різних факторів, а саме обробки природного 
штаму НГ (1 мг/см3, 20 хв) з наступним відбором серед отриманих мутантів 
стрептоміцинрезистентних (Strr) клонів, привело до появи частини 
високоактивних варіантів з ІЛА>7 і 25% «плюс-варіантів». Встановлено, що 
рівень антибіотикорезистентності є додатковим фактором відбору 
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надсинтетиків культури. Так, відбір Strr-мутантів, стійких до 100-250 мкг/см3 
стрептоміцину дозволив виділити високоактивний штам № 107 (рис.1). 
Натомість, серед мутантів, стійких до нижчих концентрацій антибіотику (5-100 
мкг/см3) не відмічалася поява високоактивних клонів взагалі.    
  
Таблиця 1 
Вплив обробки S. recifensis var. lyticus використаними мутагенами  
на мінливість літичної активності штамів 
Використані мутагени та отримані штами  
Природ-
ний  
 
штам 
2435 
МНС 
 
 
штам 
2435/М 
МНС + 
УФВ 
 
штам  
US 101 
МНС + 
НNO2  
 
штам 
АЕ52 
МНС + УФВ 
+ НNO2 
 
штам  
UN44 
 
 
 
Характеристики 
розсівів штамів 
Значення характеристики щодо тест-культур  
E. coli/ S. aureus 
Середній індекс 
літичної активності 
(ІЛА), од. 
 
4,1/2,8 
 
4,1/3,1 
 
4,6/3,4 
 
5,2/3,1 
 
5,7/3,2 
«Плюс»-варіанти, 
% у розсіві 
 
2,3/4,2 
 
3,3/5,2 
 
4,1/4,8 
 
1,7/5,4 
 
2,5/3,3 
«Мінус»-варіанти, 
% у розсіві 
 
1,2/1,7 
 
0,8/0 
 
2,1/2,8 
 
1,7/0 
 
2,5/0,8 
Коефіцієнт варіації 
(CV), % 
 
10,0/20,2 
 
13,5/18,7 
 
12,7/20,3 
 
20,2/19,0 
 
16,0/21,0 
                 Примітка: Наведені дані аналізу розсівів по 150-200 клонів при р<0,05. 
 
Оскільки синтезований культурою літичний продукт є ферментним 
комплексом, різна здатність мутантів до руйнування грампозитивних або 
грамнегативних тестових бактерій є свідченням впливу мутагенів на 
спрямованість біосинтезу культури загалом та перерозподілу співвідношення 
окремих ензимів.Так, наприклад, у розсіві мутанту АЕ52, отриманого обробкою 
МНС та НNO2, утворювалося 1,7% «плюс»-варіантів щодо E. coli та  5,4% - що 
S. aureus.  
Аналіз розсіву мутанту UN44, отриманого триступінчастою обробкою 
мутагенами різної природи, виявив не лише практично найвищі (до 5,7) середні 
ІЛА та високий вміст «плюс»-варіантів, а й окремі клони з ІЛА=8, яких не було 
у розсівах жодному попереднього штаму. Загальне підвищення біосинтетичної 
активності мутанту UN44 щодо природної культури склало більше, ніж 5 разів, 
або (щодо мутанту 2435/М, який безпосередньо піддавався обробці) – майже у 4 
рази. Тому, саме цей селекціонований штам (UN44) розглядали як перспективну 
основу при подальшій розробці поліваріантної біотехнології препаратів-
антисептиків на основі бактеріолізинів культури. 
Закономірності та характер впливу використаних мутагенів оцінювали за 
змінами ДНК, яку виділяли з отриманих штамів-надсинтетиків S. recifensis var. 
lyticus US101, АЕ52, UN44, а також природного 2435 та раніше 
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селекціонованого штаму 2435/М. ПЛР з праймерами до тринуклеотидного 
мікросателітного повтору отримано спектри продуктів ампліфікації ДНК, 
характерні для досліджуваних мутантів (рис. 2). 
Загальний спектр ампліконів при використанні праймеру (GTG)5 
нараховує 9 фрагментів розміром від 350 до 1000 п.н. (пар нуклеотидів) (рис. 2, 
а). Найменша кількість смуг (чотири), виявлена у штаму 2435/М, найбільша – у 
штаму US101.  
 
 
                              а)                                               б)   
Рис. 2.  Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК штамів 
S. recifensis var. lyticus з праймерами (GTG)5 (а) та (GACA)4 (б): 
Позначення: М – маркер молекулярної ваги,  1 – штам 2435 (природний), 
штами-мутанти: 2 – 2435/М, 3 –US101, 4 –AE52, 5 –UN44 
 
Крім того, визначені фрагменти, специфічні лише для одного з п'яти 
штамів, що може бути використано у подальших дослідженнях як їх маркери.  
Так, лише у спектрі природнього штаму був відсутній амплікон розміром 1000 
п.н.; лише штам 2435/М мав продукт ампліфікації у 500 п.н., а фрагмент у 650 
п.н. виявляли лише у мутанта (АЕ52), отриманого з застосуванням двох 
хімічних мутагенів (див. рис.1). 
Загальний спектр продуктів ампліфікації з праймером (GACA)4 нараховує 
11 фрагментів, розмір яких варіював від 300 до 1500 п.н. (рис. 2, б). Кожен 
зразок характеризувався індивідуальним набором смуг. Серед отриманих 
ампліконів відмічені такі, що формуються лише у одного з п'яти штамів. 
Зокрема, фрагменти у 600 і 950 п.н. зафіксовані у штама, що зазнав впливу як 
хімічних мутагенів, так і УФВ (UN 44), а фрагмент розміром у 800 п.н. тільки у 
природної культури (2435). Виявлений також амплікон, що відрізняв всі 
мутантні штами від природного - 300 п.н.  
На основі попередніх результатів розраховували генетичні відстані Нея та 
будували дендрограму генетичних взаємозв′язків між штамами-мутантами  
S. recifensis var. lyticus (подано в роботі). Досліджувані штами розділилися на 
три групи: перша об'єднує природний штам 2435 та УФ-мутант US101, до другої 
увійшли мутанти, що зазнали лише хімічної обробки (2435/М і АЕ52), а окремий 
субкластер сформував штам UN44, що підтверджує подібність змін у 
генетичному апараті організму відповідно до стресових факторів.   
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 Вимоги до промислових продуцентів, а також аналіз сучасних досліджень 
стрептоміцетів і проблем їх систематики поставили завдання провести 
ідентифікацію культури сучасними методами таксономічного аналізу. 
Дослідження таксономічного статусу культури було розпочато з визначення 
нуклеотидної послідовності гену 16S рРНК природного штаму S. recifensis var. 
lyticus 2435 (далі Streptomyces sp.). Аналіз даних сиквенса гена 16S рРНК 
Streptomyces sp. після побудови філогенетичного дерева (рис. 3) з 
використанням методу найближчого зв′язування (neighbor-joining) і 
двопараметрової моделі Кімури показав найбільшу еволюційну близькість 
штаму (98%) з наступними видами стрептоміцетів: albus, saprophyticus, 
sampsonii, albidoflavus, coelicolor, limosus, canescens, felleus, flavofungini.  
 .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Дендрограма філогенетичних зв′язків штаму Streptomyces sp. 2435 
з типовими представниками роду Streptomyces, отримані порівнянням 
послідовностей гена 16S  рРНК (Цифрами показана частота групування штамів в 
кластери в 100 репліках початкового набору послідовностей ДНК). 
 
Аналіз результатів свідчить, що штам Streptomyces sp.2435 знаходиться в 
одній групі з двома іншими видами стрептоміцетів –  albus і saprophyticus. Ця 
група відділена відділена від найближчої групи інших видів роду Streptomyces з 
98% вірогідністю (bootstrap-аналіз). Натомість, близькість досліджуваної 
культури до типового штаму виду recifensis (згідно з аналізом визначених 
нуклеотичних послідовностей гену 16S  рРНК з використанням програми 
0.005 
S. canescens NBRC 12751 
S. felleus NBRC 12766 
S. limosus NBRC 12790 
S. coelicolor DSM 40233 
S. sampsonii ATCC 25495 
S. albidoflavus DSM 40455 
S. albus strain AS 4.1845 
S. limosus DSM 40131 
S. saprophyticus NBRC 13440 
S t r e p t o m y c e s  sp. 2435 
S. albus NBRC 3711 
S. flavofungini NBRC 13371 
               
        S. recifensis NBRC 12813 
 
                S. exfoliatus NRRL B-1237   
S. globisporus subsp. flavofusccus NBRC 100768 
S. globisporus subsp. globisporus NBRC 12867 
100 
98 
98 
85 
100 
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BLASTN і бази даних GenВank) виявилася близько 75%, а також показана його 
належність до іншої групи стрептоміцетів (рис.3).   
Для встановлення видової приналежності Streptomyces sp. аналізували  
морфолого-біохімічні особливості культури, а також сучасне систематичне 
положення видів S. albus і S. saprophyticus. Визначена здатність до утилізації 
різних джерел вуглецю досліджуваним штамом і типовими штамами S. 
saprophyticus АТСС 3351 і S. albus АТСС 25426 (Anderson, 2001; Christova, 
1995) підтвердили ідентичність даних культур за біохімічними 
характеристиками (табл. 2). Єдина відмінність у характері росту на середовищі 
з арабінозою відрізняла обидва штами порівняння від досліджуваної культури.  
 
Таблиця 2 
Морфолого-біохімічні характеристики досліджуваного штаму  
Streptomyces sp. 2435 і штамів порівняння 
 
Характеристика 
 
Streptomyces 
saprophyticus 
АТСС 3351 
Streptomyces 
 albus 
АТСС 25426 
Streptomyces 
 sp. 2435 
Здатність до 
утилізації: 
глюкози 
фруктози 
сахарози 
арабінози| 
ксилози 
рамнози| 
рафінози| 
інозиту 
маніту 
 
 
+ 
+ 
± 
± 
+ 
± 
± 
± 
+ 
 
 
+ 
+ 
± 
± 
+ 
± 
± 
± 
+ 
 
 
+ 
+ 
± 
+ 
+ 
± 
± 
± 
+ 
Утворення мела-
ноїдних пігментів 
не утворює 
 
не утворює 
 
не утворює 
 
Форма спор,  
спосіб утворення 
овальні гладкі, 
фрагментацією 
овальні гладкі, 
фрагментацією 
овальні гладкі, 
фрагментацією 
Форма  
спороносців 
хвилясті або 
спіральні 
хвилясті або 
спіральні 
хвилясті 
 
                                 Примітка:  + нормальний ріст; ± слабкий ріст або варіабельний  
 
 Детальний аналіз сучасного систематичного положення видів S. albus і S. 
saprophyticus (в тому числі, щодо використаня їх видових назва по відношенню 
до однієї і тієї ж культури (Williams et. al., 1983)) пояснює такі близькі 
таксономічні властивості цих видів. Однак, саме штами S. albus, на відміну від 
S. saprophyticus, відомі як продуценти ряду літичних ферментів, а також 
антибіотиків (Aksnes, 1974; Norimasa Tamehir, 2004). Останнє обумовило 
вивчення антагоністичних властивостей культури та засвідчило її здатність до 
затримки росту C. albicans (20 мм),  C. utilis (6 мм) і також Kocuria 
(Micrococcus) varians (10 мм), а отже вперше встановлену виражену 
антифунгальную активність культури.   
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Отже, на підставі результатів сиквенса гена 16S рРНК культури, 
встановлення морфолого-біохімічних особливостей та аналізу сучасної 
літератури щодо систематики і практичного використання стрептоміцетів, нами 
здійснена реідентифікація досліджуваної культури до виду  S. albus (первісно, 
S. recifensis var. lyticus). Визначена нуклеотидна послідовність гену 16S рРНК 
культури депонована в міжнародній базі даних GenВank за № JN129837.  
Тому, селекціонований нами із застосуванням комбінованого мутагенезу 
продуцент бактеріолізинів S. albus UN44 з підвищеною у 4,5 рази 
біосинтетичною здатністю використовуватиметься надалі при розробці 
біотехнології препаратів-антисептиків різної  природи. Підгрунтям для 
використання штаму у розробці промислової біотехнології стало встановлена 
його нешкідливість, депонування (УКМ № ІМВ Ас-5030) та патентування (ПУ 
№109478, №88596) як надсинтетика антимікробних продуктів.   
Розділ 4. Розробка біотехнології іммобілізованого бактеріолітичного 
препарату Streptomyces  albus UN 44. За результатами огляду літератури 
іммобілізована готова форма препарату-антисептику на основі бактеріолізинів 
селекціонованого штаму була обрана як одна з найбільш перспективних 
(Романовська, 2006; Григор’єва, 2008). У відповідності до цього основні 
завдання, які вирішувалися в процесі розробки, передбачали оптимізацію 
поживного середовища (ПС) для біосинтезу продукту  селекціонованим 
штамом, обгрунтування способу та умов отримання іммобілізованого 
препарату, визначення готової форми та технологічних параметрів її 
отримання. 
Як базове для проведення оптимізації використовували ПС на основі 
гідролізованого крохмалю та соєвого борошна (Григор′єва, 2009).  На першому 
етапі за матрицею планування дисперсійного аналізу за 2 факторами 
(концентрація соєвого борошна та меляси) було досліджено 25 варіантів ПС. 
Розрахунок двофакторного дисперсійного аналізу за отриманими даними  
експерименту підтвердив значимість обох факторів за критерієм Фішера на 
рівень синтезу лізоензимного комплексу, а максимальні показники літичної 
активності культури отримані для ПС з концентрацією соєвого борошна 8 г/дм3 
та меляси 20 г/дм3. 
Для другого етапу оптимізації ПС цей варіант використано як нульовий 
при застосуванні центрального композиційного рототабельного плану (ЦКРП) 
другого порядку.  Розрахунок ЦКРП за отриманими даними виконували за 
алгоритмом (Ситник, 1998). Поліном другого ступеню при проведенні 
планування експерименту ЦКРП має вигляд:  
                    2 20 1 1 2 2 12 1 11 22u u u ju iu juY b b x b x b x x b x b x= + + + + + . 
                  Коефіцієнти регресії для даного плану склали: 
                              0 5834.8b = ; 1 456b = ; 2 102b = ; 12 78.5b = ; 11 27.9b = − ; 22 102.5b = − . 
 За коефіцієнтом Стьюдента підтверджено значущість усіх коефіцієнтів та 
отримано математичну модель другого порядку: 
              
2 2
1 25834.8 456 102 78.5 27.9 102.5u u iu ju iu juY x x x x x x= + ⋅ + ⋅ + ⋅ − ⋅ + ⋅ . 
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Адекватність отриманого рівняння регресії підтверджено за критерієм 
Фішера, що дозволяє з високою достовірністю (>95%) розрахувати показники 
літичної активності культури при зміні концентрації двох факторів ПС та 
використати для подальшої оптимізації по поверхні відгуку. 
Для повного дослідження всієї поверхні відгуку з розширенням значень 
використано інтернет базу з набором обчислювальних алгоритмів 
Wolfram|Alpha.  На рис. 4 контурними лініями трьохвимірного графіку (а), 
зазначено оптимум функції – максимальний показник літичної активності; за 
контурним графіком (б), наклавши сітку координат, визначено межі оптимуму: 
концентрація меляси – 18 – 21 г/дм3, соєвого борошна 7 – 9 г/дм3.  
 
 
а) б) 
Рис. 4. Поверхні відгуку в Wolfram|Alpha для математичної моделі другого 
порядку отриманої за ЦКРП:  а) – трьохвимірний графік з контурними лініями;      
б) – контурний графік 
 
Для пошуку координат оптимуму по наявній математичній моделі 
використано метод Гауса-Зейделя. В результаті покрокової оптимізації 
максимальна розрахована літична активність для концентрації меляси 20 г/дм3 
та соєвого борошна 8 г/дм3 склала 10620 МО/см3.  
Експериментальна перевірка досягнутих результатів засвідчила 
ефективність проведеної оптимізації (рис. 5), що виявляється у підвищенні 
біосинтезу всіх основних компонентів ферментного комплексу – і 
протеолітичних ензимів (до 20 МО/см3 на 4 добу культивування) і всього 
літичного комплексу (до 10 тис. МО/см3 на  72-гу год вирощування).  
Розрахована вартість оптимізованого ПС за основними компонентами 
(меляса та соєве борошно) у 1,5-2 рази нижча, ніж середовища на основі 
гідролізованого крохмалю та соєвого борошна. Економічна доцільність разом із 
підвищенням синтезу ензимів (на 30-40%) на модифікованому та 
оптимізованому ПС визначили його вибір на стадії виробничого біосинтеу при 
розробці біотехнології препаратів-антисептиків.   
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Рис. 5. Порівняння ефективності біосинтезу літичного комплексу  та 
протеолітичних ензимів S. albus UN 44 на вихідному (контроль) та 
оптимізованому поживному середовищі 
 
Для розробки іммобілізованої форми синтезованих бактеріолізинів надалі 
досліджували альтернативні носії, режими іммобілізації та технологічні 
параметри проведення процесу. Для іммобілізації бактеріолітичного комплексу 
S. albus UN 44 було обрано ряд використовуваних у аналогічних розробках 
носіїв, які  потенційно стабілізують білки та пролонгують їх дію. Серед них 
найвищу стабілізацію ферменту виявили аеросил і поліетиленгліколь (рис. 6), 
що визначалося через 1−2 години інкубації суміші зразку препарату та носіїв. 
 
 
 
  Рис. 6. Залежність літичної активності препаратів іммобілізованих 
бактеріолізинів S. albus UN 44 від природи  носія  
 
Порівняння спектрів ІЧП всіх досліджених композитів вказує на 
утворення більш різноманітних зв′язків бактеріолізинів з аеросилом, що 
відрізняються за механізмом та кількістю, відповідно також до великої 
кількості гідроксильних груп на поверхні носія. Вказане обумовлює вищу 
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стабільність та міцність закріплення ферментів на аеросилі і при цьому не 
приводить до блокування активного центру ензимів, про що свідчить і висока 
активність іммобілізованого зразку препарату (див. рис. 6). Це визначило вибір 
аеросилу як носія при розробці іммобілізованого препарату-антисептику з 
S. albus UN 44 та встановлення оптимальних параметрів проведення процесу. 
Встановлено (рис. 7, а), що при проведення іммобілізації з використанням 
готового препарату при лужних значеннях рН (у борно-лужній (рН 8,4), та 
фосфатно-лужній (рН 6,2) системах) літична активність підвищується 10-15 %. 
Однак, таке не відмічалося при проведенні іммобілізації з фугату культуральної 
рідини, що показано в роботі, і очевидно свідчить про вплив самої 
багатокомпонентної системи (фугату) на процес.    
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                                     а)                                                       б)                                    
Рис. 7. Вплив рН на літичну (а) та протеолітичну (б) активність 
іммобілізованих препаратів бактеріолізинів S. albus UN 44: 
 1-борно-лужна (рН 8,4), 2- фосфатно-лужна (рН 6,2),3-цитратна (рН 4,1), 4 –
фізіологічний розчин (рН 7,4), контроль – H2O дист. 
 
Аналіз протеолітичної активності зразків (рис. 7, б), отриманих в різних 
реакційних системах свідчить, що суттєве підвищення ефективності 
іммобілізації ферментного комплексу  порівняно з контролем відбувається 
лише при використанні фізіологічного розчину (на 40%). Однак, в такому 
випадку при 37°С значно знижується літична активність препарату (рис. 7, а), 
що знижує загалом бактеріолітичну активність препарату.   
Корегування рН в процесі іммобілізації, таким чином, може бути 
застосоване при отриманні іммобілізованого препарату з використанням 
розчину готового ферменту. При використанні фугату і отриманні 
іммобілізованого антисептику в ході біотехнологічного процесу це не 
потребується, враховуючи також встановлений в роботі факт практично 90%-
вої адсорбції бактеріолізинів на аеросилі з фугату. Встановлені результати 
дозволили запропонувати в технології поєднання етапу іммобілізації і 
вилучення бактеріолізинів після біосинтезу, що значно спрощує отримання 
іммобілізованого антисептику. 
 
 19
Дослідження умов іммобілізації бактеріолізинів з  фугату культуральної 
рідини (табл. 3) дозволило визначити  оптимальні параметри її проведення. Так, 
максимальна ефективність процесу (за рівнем літичної активності отриманого 
іммобілізованого зразку) визначається при його проведенні впродовж 30−40 хв 
при температурі 25°С. Концентрація аеросилу може бути використана в межах 
5-7% в залежності від кінцевої готової форми, варіантами якої потенційно 
розглядалися – гелеподібна та порошкоподібна або гранульована. Визначені 
параметри були використані при розробці запатентованого способу отримання 
іммобілізованого препарату Циторецифен-М та покладені в основу розробки 
технології, а саме стадії іммобілізації та виділення бактеріолізинів S. albus 
UN44. 
Таблиця 3 
Визначення впливу параметрів іммобілізації бактеріолізинів S. albus UN44 
на активність препаратів 
 
Умови іммобілізації бактеріолізинів та активність іммобілізованого препарату 
Концент-
рація 
аеросилу, 
% 
Літична 
активність, 
тис. МО/см3 
Тривалість 
іммобілі-
зації, 
хв 
Літична 
активність, 
тис. 
МО/см3 
Темпе-
ратура,  
°С 
 
Літична 
активність, 
тис. МО/см3
0 
(контроль) 
8,2±0,35 10 4,1±0,18 5 4,1±0,15 
3 6,4±0,30 20 5,4±0,21 10 5,8±0,21 
5 7,5±0,31 30 7,5±0,32 15 6,3±0,23 
7 7,3±0,27 40 7,8±0,31 20 7,1±0,31 
10 5,2±0,25 50 7,7±0,30 25 7,8±0,30 
15 4,8±0,20 60 7,8±0,28 30 7,7±0,29 
 
Враховуючи можливі вказані варіанти готової форми іммобілізованого 
препарату бактеріолізинів визначали стабільність дослідних зразків препаратів 
гелеподібної форми (з концентрацією аеросила 7%) та висушеного зразку (5% 
аеросилу). Дослідні зразки гелеподібної форми готували з використанням 
готового висушегого зразку препарату та дистильованої води і фізіологічного 
розчину, зважаючи на передбачувані лікувальні сфери застосування такої 
форми.  
Встановлено достатньо швидку втрату літичної активності обох зразків 
гелеподібної форми при зберіганні впродовж місяця при температурі 4−10°С 
(рис. 8, а).  Особливо значні втрати активності визначалися у зразку препарату 
на основі фізіологічного розчину, що, очевидно пояснюватись впливом іонів 
Na+ та Cl¯, які входять до складу фізіологічного розчину і є інгібіторами по 
відношенню до таких літичних ферментів як N-ацетилглюкозамінідаза, N-
ацетилмурамінідаза (Iwamoto T., 1989), які присутні у бактеріолітичному 
ферментному комплексі S. albus UN44.  
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 Динаміка зниження протеолітичної активності досліджуваних зразків 
має загалом таку ж тенденцію, як і літична активність гелеподібних форм 
препаратів (рис. 8,б) 
а) 
 
б) 
Рис. 8. Вплив реакційного середовища при 
іммобілізації на літичну (а) та протеолітичну (б) 
активність гелеподібної форми препарату 
бактеріолізинів при зберіганні 
     На 14-ту добу зберігання 
відмічається різке зниження 
протеолітичної активності 
обох варіантів препарату 
більш, ніж удвічі, а до 28 
доби втрачається до 60-80% 
активності. Причому 
наприкінці періоду спосте-
реження протеолітична 
активність обох варіантів 
мало відрізняється. 
     Очевидно, недоцільним 
є розробка гелеподібної 
форми з використанням 
готового ферментного пре-
парату. 
Цікавим, однак, вияви-
лося стабільність самого 
ферментного препарату у 
дистильованій воді, яка 
виявлялася у даному зразку 
й після завершення досліду. 
Це дало підстави для 
розгляду перспектив рідкої 
форми препарату.   
Перевірка стабільності 
сухого зразку препарату 
(подана в роботі) показує, 
що втрати літичної активно 
сті при зберіганні впродовж року (при температурі 4−10°С) не відбувається, що 
й визначило готову форму іммобілізованого препарату.  
Для висушування іммобілізованого препарату використовували 
контактний та ліофільний способи сушіння, а отримані зразки аналізували 
методом скануючої електронної мікроскопії (рис. 9). Узагальнюючи дані  
мікроскопічного аналізу зразків препаратів можна сказати, що ліофілізований 
препарат відрізняється однорідною порошкоподібною структурою та більшою 
поверхнею контакту, а інший препарат – більш твердою структурою. Це 
обумовлює доцільність їх застосування у різних сферах: ветеринарних 
(медичних) або косметичних засобах та побутових антисептичних препаратах, 
відповідно. У першому випадку препарати повинні добре розчинятися та 
контактувати з інфікованою поверхнею шкіри, а у складі, наприклад, 
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синтетичних мийних засобів, навпаки, у водному середовищі зберігати 
структуру та обумовлювати подовжену дію ферментів в процесі.  
Встановлені результати дозволяють визначити оптимальну готову форму 
іммобілізованого Циторецифену-М, а саме порошок або гранульована форма. 
Препарат може бути висушений контактним або ліофільним способом, що 
визначатиме його подальше застосування.  
 
           
                а)                                   б)                                    в) 
Рис. 9. Вплив способу висушування на структуру препаратів: 
а) нативний фермент - ліофільний спосіб сушіння (мірний відрізок 10 мкм), 
б) іммобілізований фермент - ліофільний спосіб сушіння (мірний відрізок 10 мкм); 
в) іммобілізований фермент контактний спосіб сушіння (мірний відрізок 5 мкм) 
 
Враховуючи встановлені умови, способи та  технологічні парамерти 
розроблено апаратурно-технологічну схему отримання іммобілізованого 
препарату Циторецифен-М (рис.10), затверждено регламент, а розробку 
впроваджено у виробництво на ДП «Ензим». Технологічна схема отримання 
продукту наведена в роботі і складається з наступних основних стадій: 
підготовка обладнання та матеріалів, підготовка та стерилізація поживних 
середовищ, підготовка посівного матеріалу, виробничий біосинтез ферментного 
комплексу селекціонованим продуцентом Str. albus UN44, вилучення біомаси, 
іммобілізація та відділення ферментного препарату, сушіння контактним 
способом, подрібнення препарату, пакування та маркування продукції. 
Препарати технічного (побутового) призначення відрізняються, як 
правило, нижчими вимогами до чистоти готового продукту (вмісту домішок). 
Тому, оскільки в процесі іммобілізації відбувається практично 90 % адсорбція 
ферментного комплексу з фугату культуральної рідини, було запропоновано не 
застосовувати додаткові методи концентрування та очистки при отриманні 
гранульованого продукту. Для іммобілізації ферменту використовували 
концентрацію аеросилу 5 % з наступним розділенням рідкого гелю, що містить 
практично весь ферментний комплекс,  центрифугуванням. Запропонований 
прийом дає змогу сумістити в собі виділення, концентрування та іммобілізацію 
ферменту, що зумовлює ефективність, технічну простоту та  економічність 
розробки. Розроблена та впроваджена у виробництво біотехнології дає змогу 
отримати сухий гранульований іммобілізований антисептичний ферментний 
препарат Циторецифен-М з літичною активністю 100 тис. МО/г. Препарат 
призначений для використання як індивідуальний антисептичний засіб 
побутового та промислового призначення, а також у складі препаратів та 
продуктів з антисептичним ефектом. 
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Рис. 10.  Апаратурно-технологічна схема виробництва іммобілізованого препарату Циторецифен-М 
у гранульованому (верхня лінія) та ліофілізованому (нижня лінія) вигляді: 
1, 8, 15 – дозатори, 2 – реактор для приготування та стерилізації поживного середовища, 3 – качалка для вирощування посівного 
матеріалу, 4 – інокулятор, 5 – ферментер, 6, 9, 17 – центрифуги, 7, 16 – реактори для іммобілізації, 10, 19 – контактна та ліофільна сушарки, 
відповідно, 13, 16 – збірники для фугату та стерилізованого, 11 – подрібнювач, 14 – установка стерилізуючої фільтрації,  12,18 – апарати для 
фасовки (розливу) продукту. 
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Розділ 5. Наукові та технологічні основи розробки варіативних форм 
препаратів-антисептиків з S  albus UN44.  В розділі представлені результати 
дослідження способів та встановлення параметрів для розробки технологічних 
стадій отримання різних форм препаратів-антисептиків: комплксного препарату 
ферментів та препарату антибіотиків, рідкої та м′якої форми препаратів для 
ветеринарії, препарату для рослинництва.  
В процесі визначення способів отримання антибіотичного препарату 
культури, що проводилося вперше, було виділено, очищено та ідентифіковано 
основні антибіотичні сполуки штаму. Для цього проводили екстракцію 
антибіотиків різними екстрагенами, очищали, фракціонували колонковою 
хроматографією та визначали спектр антимікробної дії окремих фракцій (рис. 
12). Фракції культуральної рідини характеризувалися різною антибіотичною 
активністю, при цьому можна було виділити фракції, активні щодо тест-штамів 
B. subtilis, C. cefyr i M. flavus. Причому фракції №20-32 і №61-63 
характеризувалися тільки активністю щодо бацил, а фракції №41-61 – 
активністю як до бацил, так і до мікрококів та дріжджів, що може свідчити про 
наявність в культуральній рідині двох антибіотичних сполук, активних як до 
бактерій, так і до грибів. 
 
 
 
Рис. 11. Антибіотична активність фракцій культурального фугату Str. albus 
UN44, отриманих з використанням різних екстрагентів 
 
Після виділення методом колонкової хроматографії двох антибіотиків для 
аналізу їх структури був проведений HPLC-аналіз з мас-спектрометрією (рис. 
12). За даними HPLC-аналізу і мас-спектрометрії визначено дві сполуки з 
молекулярними масами 391,3 і 255,1. За даними бібліотеки мас-спектрів 
"ChemNetBase" ці сполуки було віднесено до біс(2-етилгексил)фталату і 3-о-
метилциклополової кислоти відповідно; виявлені два антибіотика відносяться 
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до групи похідних фталевого альдегіду, яктивного щодо ряду патогенних і 
умовно-патогенних бактерій.  
Тами чином, встановлені наукові основи виділення антибіотичного 
препарату, а саме підбір системи екстракції для отримання антибіотиків різної 
специфічності: хлороформ:ізопропанол (97:3–80:20) – антифунгальні фракції; 
хлороформ, гексан:хлороформ (1:1) – антибактеріальні сполуки.   
 
 
а)                                                          б) 
Рис. 12. Хромато-мас-спектрометричний аналіз антибіотичних сполук Str. albus 
UN44: а) біс(2-етилгексил)фталат; б) 3-о-метилциклополова кислота. 
 
Встановлені на попередньому етапі характеристики антибіотичних 
речовин культури, а також їх локалізація в процесі біосинтезу та підбір системи 
екстрагування та фракціонування продукту, були покладені в основу розробки 
технологічних параметрів та принципової апаратурно-технологічної схеми 
виробництва препаратів антибіотиків з Str. albus UN 44 (рис. 13). Даний варіант 
технології передбачає використання для екстрагування антибіотиків всієї 
культуральної рідини, оскільки продукт частково міститься і у біомасі 
продуценту.  
Для отримання препарату всього комплексу антибіотиків екстрагування 
проводиться хлороформом та етилацетатом у співвідношенні 1:4 (трикратно). 
Для отримання окремих препаратів антибіотиків антифунгальної та 
антибактеріальної специфічності після екстракції всього комплексу 
зазначеними екстрагенами, проводять виділення відповідних фракцій 
колонковою хроматографію підібраною комбінацією екстрагентів. Для 
отримання антифунгального препарату використовують екстракцію системою 
хлороформ:ізопропанол (97:3–80:20), а для виділення антибактеріальних 
антибіотиків  − хлороформ, гексан:хлороформ (1:1). Після виділення комплекс 
антибіотиків (або окремі фракції) концентрують вакуум-випарюванням, 
висушують ліофільним способом і фасують у флакони та пакують у картонні 
коробки.  
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Рис. 13. Принципова апаратурно-технологічна схема виробництва 
препарату антибіотиків Стрептофунгін : 
1 – ферментер, 2 – екстрактор, 3 – центрифуга, 4 – хроматографічна колонка, 5 – вакуум-
випарний апарат, 6 – ліофільна сушарка, 7 – апарат фасування та пакування продукції 
 
Для отримання препаратів ферментного комплексу різної специфічності 
досліджували метод гель-фільтрації на сефадексі SF-75. Фракціонування 
бактеріолітичного ферментного комплексу з наступним аналізом окремих 
фракцій дозволило визначити молекулярні маси білків з провідною літичною 
(20, 24-31 kD) та протеолітичною (80-100, 24-35 kDa) специфічністю. 
Встановлені дані покладені в основу розробки варіанту біотехнології 
високоочищених препаратів ферментів різної специфічності з використанням 
гель-фільтрації.  
    Обгрунтування технології рідкої та м′якої лікувальних форм 
комплексного антисептику, що може бути отримана в ході біотехнологічного 
виробництва, проводили використовуючи сконцентрований ультрафільтрацією 
фугат культуральної рідини продуценту. Основними питаннями, що 
вирішувалися в ході аналізу, були стабільність фугату при зберіганні та 
визначення потреби у стабілізаторах або наповнювачах готової форми.  
Стабільність отриманого нативного фугату та фугатів із додаванням 
стабілізаторів за стафілолітичною активністю визначали при зберіганні за 
температури +4°С впродовж 3 місяців. 
  Впродовж 3 місяців зберігання літична активність нативного фугату 
залишається стабільною, що свідчить про можливість випуску рідкого 
препарату-антисептику зовнішнього застосування без внесення стабілізаторів 
(рис. 14). Полівініловий спирт та метилцелюлоза можуть бути використані як 
допоміжні речовини у рідкій формі даного препарату для підвищення його 
ефективності при застосуванні. Так, наприклад, можна прогнозувати 
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пролонговану дію розчину препарату з вмістом цих  речовин після нанесення 
на рану, оскільки це уповільнить висихання препарату та розтікання на 
поверхні шкіри. 
Отже,  ферментний комплекс Str. albus UN44 може бути використаний як 
ветеринарний засіб у вигляді рідкої форми без стабілізатора або рідкої форми 
пролонгованої дії з внесенням 0,5% метилцелюлози або полівінілового спирту. 
      
 
 
Рис. 14. Динаміка літичної активності рідкої 
форми антисептику з стабілізаторами  
та без них (контроль) 
Суттєвими перевагами рідкої 
форми препарату, окрім високої 
активності та зручності 
застосування, є її технологічність. 
Така готова форма може бути 
отримана безпосередньо в ході 
біотехнологічного виробництва, 
що дозволить виключити стадію 
сушки, а після відділення біомаси 
продуценту фугат 
розливатиметься у стерильні 
флакони по 200 см3. 
Наступним етапом роботи був підбір допоміжних речовин 
(формоутворюючі речовини, консерванти, стабілізатори та ін.) для створення 
м′якої лікувальної ветеринарної форми препарату (мазь, гель) на основі 
дослідного зразку препарату з Str. albus UN 44, отриманого після 
концентрування та вакуум-висушування фугату, з активністю 140 тис. МО/г.    
Проводили аналіз речовин та встановлення їх концентрацій, що 
найменше знижують літичну активність препарату та дозволять створити 
лікувальний засіб м’якої форми з найбільш ефективними ранозагоювальною, 
антисептичною та іншими необхідними властивостями (рис. 15)  .  
Отримані результати щодо впливу поліетиленоксидів (ПЕО-400, ПЕГ-600 
та ПЕГ-100)  свідчать про їх можливість використання у препараті як 
формоутворюючих компонентів на відміну від жирових основ (гліцерину та 
вазеліну). Окрім формоутворюючих компонентів для створення препарату 
досліджували вплив інших допоміжних речовин таких як анестетики, 
консерванти тощо. 
 Сукупність отриманих результатів дозволила запропонувати декілька 
варіантів м’якої лікувальної форми на основі дослідного ферментного 
препарату. Найбільш ефективною (що характеризується різнобічною 
спрямованістю дії, багатофункціональністю і комплексним впливом на 
раньовий процес) визначена композиція, мас.%: ПЕО-400 - 10, ПЕГ-600 – 40, 
ПЕГ-1000 – 10, проксанол 268 – 20, гліцерин – 10, лідокаїн – 5, офлоксацин – 
0,5, димексид – 5, ферментний препарат (фугат)– 40 мг/мл, вода – решта. 
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Рис. 15. Вплив типових наповнювачів м’яких лікувальних форм на 
літичну активність ферментного комплексу Str. albus UN 44 
 
Іншим напрямком дослідження було використання препарату 
культуральної рідини штаму для стимуляції ростових процесів рослин. 
Показано, що препарат у 10−20 кратному розведенні проявляє загалом 
рістстимулюючу активність, яка залежить від виду рослини та змінюється в 
процесі вирощування, що визначає необхідність додаткової оптимізації схем 
його застовуання. Важливою перевагою такого препарату є встановлена висока 
антагоністична активність щодо поширених фітопатогенів родів Bipolaris, 
Fusarium, Phytium, Rizoctonia (рис. 16).  
 
Рис. 16. Антагоністична активність Str. albus UN 
44 щодо фітопатогенних культур 
 
На основі проведених 
лабораторних досліджень, 
а також випробувань у 
відкритому грунті, 
запропонована технологія 
виробництва рідкої та 
гранульованої форм 
препарату Стептофунгін-
Фіто для застосування у 
рослинництві, а також 
затверджені рекомендації 
щодо їх застосування. 
 
Розроблена поліваріантна біотехнологія отримання спектру готових форм 
препаратів-антисептиків для різних сфер застосування представлена у вигляді 
принципової процесуальної схеми на рис. 17.  Для кожної з представленої 
готової форми розроблені технологічна та апаратурно-технологічні схеми, а 
також затверджена документація, зазначена на рисунку.
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Рис. 17. Принципова процесуальна схема отримання альтернативних форм препаратів-антисептиків Str. albus UN 
відповідно до розробленої поліваріантної біотехнології.  
 Для даних препаратів отримано: * - рекомендації до застосування,             ** - патенти на винаходи та корисні моделі,    
            *** - патенти на винаходи, корисні моделі та впровадження. 
Виробничий 
біосинтез 
антимікробних 
продуктів 
штамом 
S. albus UN 44
Екстрагування 
комплексу 
антибіотиків 
Внесення 
стабілізатора 
 
Розлив у  
бутилі або 
висушування і 
гранулювання 
Вакуум-
випарювання 
та 
висушування 
Стрепто-
фунгін-Фіто для 
рослинництва* 
Антибіотик 
Стрептофунгін ** 
Відділення 
біомаси 
продуценту 
Екстрагування 
комплексу 
антибіотиків 
Вакуум-
випарювання 
Баромембранна 
очистка ферментів 
та cтерилізація 
Розлив у 
флакони 
Рідкий 
антисептик 
Цитал для 
ветеринарії* 
Фракціонування 
гель-фільтрацією 
Ліофільне 
висушування 
Препарати 
протеїназ та/або 
окремих ензимів 
комплексу 
Іммобілізація 
лізоензимів 
Відділення 
іммобілізованого 
ферменту 
Висушування та 
гранулювання 
препарату 
Циторецифен-М*** для 
мийних засобів, дезинфекції  
Ліофільне 
висушування 
Фасовка 
антибіотику 
Антибіотик 
Стрептофунгін** 
Виділення 
ферментів 
висолюванням 
Розчинення 
осаду, діаліз, 
вакуум-
концентрування 
Висушування 
лізоензимного 
препарату 
Лізоензимний 
препарат Цитал 
для харчової 
промисловості ** 
біомаса 
фугат 
фугат 
фугат 
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Розділ 6. Дослідження ефективності та напрямків використання 
розроблених антимікробних препаратів. У розділі представлено дослідження 
антимікробної ефективності розроблених препаратів та розробки процесів у 
харчовій промисловості та продуктів з вмістом запропонованих антимікробних 
препаратів – іммобілізованого та нативного ферменту.  
Бактеріостатична активність іммобілізованого препарату Циторецифен-М 
виявляється  щодо музейних і клінічних штамів мікробних патогенів  (табл. 4). 
Таблиця 4 
Бактеріостатична активність іммобілізованого препарату 
Циторецифен-М 
Виживання штамів тест-культур, %  
P. aеruginosa E. coli S. aureus 
 
Кон-
центрація 
ферменту, 
мг/см3 
№ ATCC 
27853 
музейний 
 
№ 222 
клінічний 
№ ATCC 
25922 
музейний 
 
№4  
клінічний 
№ ATCC 
25923 
музейний 
 
№ 260  
клінічний 
5 100 20 10 100 100 100 
50 10 20 1 100 10 100 
25 10 2 5 20 5 10 
12,5 1 2 10 20 10 10 
6,25 5 10 50 20 100 100 
3,1 50 20 50 100 100 100 
100% 100% 100% 100% 100% 100% Без 
ферменту 
(контроль) 
108 кл/см3 5×107 
кл/см3 
108 кл/см3 5×106 
кл/см3 
108 
кл/см3 
108 кл/см3
     Примітка: наведені середні значення концентрації клітин (%)  
                       за результатами тестувань у 4-х повторах, Р<0,05 
 
Активність препарату зростає із збільшенням його концентрації лише у 
діапазоні 6-25 мг/см3, а при подальшому її підвищенні до 50-75 мг/см3 
ефективність препарату практично не визначається. Така закономірність є 
очікуваною, оскільки із підвищенням концентрації препарату в інкубаційній 
суміші одночасно підвищується й концентрація аеросилу (носія ферменту). 
Останнє призводить до підвищення густини суміші, а отже зниження 
дифузійних процесів та, очевидно, до екранування та стабілізації самих клітин 
тест-культур.  
Комбіновану антимікробну дію розробленого комплексного рідкого 
антисептику Цитал визначали також модифікованим методом, що поєднує 
літичну дію ферментів та бактеріо/фунгістатичну дія антибіотику. Отримані 
дані (подані в роботі) показали, що активність метаболітів зразку рідкого 
комплексного препарату Цитал призводить до руйнування всіх груп тест-
культур, включаючи C. albicans. Очевидний вияв комплексної дії 
бактеріолітичних ферментів та антибіотичної речовини, провідна 
антагоністична активність якої виявляється саме по відношенню до грибних 
культур. У разі додаткового концентрування зразку можна отримати 
підвищення антимікробної дії, що може бути застосовано при розробці 
технології медичного продукту.   
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Аналіз протимікробної дії розроблених форм препаратів щодо 
пригнічення та руйнування біоплівки P. aeruginosa показав їх високу 
ефективність, що визначається в середньому у 8-10 кратному гальмуванні 
утворення та руйнуванні біоплівки всіх досліджений клінічних штамів 
культури.  
                         
 
            а)                     б)                         в) 
Рис. 18.Вплив препарату на біоплівку 
утворену штамом Ps. aeruginosa 278: 
а) протягом 48 год без ферменту, 
б) протягом 48 год у присутності 
Циторецифену-М, в) з внесенням 
Циторецифен-М через 48 год та подальшої 
інкубації 24 год 
 
Їх застосування може бути 
рекомендовано при лікуванні 
інфікованих ран у ветеринарії та 
медицині (після проведення 
відповідних досліджень безпеки), а 
також для обробки багаторазового 
медичного інструментарію та 
приладдя, особливо таких, що не 
можуть бути піддані термічній 
стерилізації. 
Останнє, більшою мірою 
стосується іммобілізованої форми 
антисептику Циторецифен-М, що 
має пролонговану дію та є більш 
стабільним при використанні, ніж 
нативні препарати (рис. 18). 
 
Циторецифен-М також досліджували як компонент синтетичних мийних 
засобів з антисептичним ефектом, для чого аналізували та обирали основні 
типові компоненти мийних засобів та аналізували їх вплив на активність 
препарату (рис. 19). 
   
 
 
Рис. 19. Вплив типових компонентів синтетичних мийних засобів на 
літичну активність ферментного препарату Циторецифен-М 
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Визначені залежності, а також інші наведені в роботі результати,  дали 
змогу розробити склад порошкоподібного синтетичного мийного засобу, що 
включає неіоногенну і аніонну поверхнево-активні речовини, гранульований 
іммобілізований фермент, цеоліт 4А, карбонат натрію, алюмосилікат натрію, 
карбоксиметилцелюлозу, силіконовий полімер, відбілювач та сульфат натрію. 
Запатентований засіб характеризується підвищеною антисептичною активністю 
(у 2 рази вища, ніж прального засобу порівняння за Пат. RU, 2367684), при якій 
забезпечено руйнування клітин мікроорганізмів, в тому числі патогенних 
бактерій, а також на 8% вищою миючою здатністю (в тому числі за рахунок 
вмісту протеїназ). Засіб рекомендовано при використанні для домашнього 
прання і для прання лікарняної білизни.  
В роботі також представлені результати досліджень, щодо розробки 
способу деградації селекціонованого штаму клітин молочнокислих бактерій для 
отримання біологічно активних структур. Вказаний спосіб впроваджено у 
виробництво при отриманні дієтичних добавок на основі клітинних структур 
молочнокислих бактерій. 
Розроблено та запатентовано спосіб отримання хлібопекарського 
поліпшувача на основі розробленого ферментного препарату Цитал, підставами 
для чого стали наявність у спектрі ферментів продукту протеолітичних 
ферментів. Внесення розчину препарату при приготування тіста покращує 
якість виробів (пористість на 7%, а також смакові характеристики, тощо).  
Показана принципова можливість використання розробленого ферментного 
препарату Циторецифен у фінішних процесах виробництва бавовняних тканин 
(шліфовки) за рахунок дії протеїназ. 
Економічна доцільність розробки обумовлена зниженням собівартості 
модифікованого та оптимізованого поживного середовища для біосинтезу 
продукту в 1,5-2 рази з одночасним збільшенням продуктивності процесу. 
Висока ефективність виробництва визначається також можливістю випуску 
одночасно кількох антисептичних продуктів в одному технологічному циклі 
(наприклад, Циторецифен-М або Цитал і Стрептофунгін). Порівняльна оцінка 
вартості окремих продуктів щодо найближчих зарубіжних аналогів показує 
вищу вартість останніх в середньому на 20−30%.  
ВИСНОВКИ 
У дисертаційній роботі теоретично обгрунтовано, експериментально 
перевірено та практично вирішено важливу науково-технічну проблему, яка 
полягає у розробленні наукових основ та ефективних біотехнологічних рішень і 
параметрів виробництва спектру готових форм препаратів-антисептиків для 
застосування у промисловості, ветеринарії, рослинництві й інших галузях 
господарства.  
1. На основі проведеного таксономічного аналізу використаного в 
розробці мікробного продуценту, що включав сиквенування гену 16S рРНК, 
вивчення морфолого-біохімічних і біосинтетичних особливостей та даних 
біоінформаційних баз, культуру було реідентифіковано як Streptomyces albus 
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(первісно – Str. recifensis var. lyticus). Визначена нуклеотидна послідовність 
гену 16S рРНК культури внесена до міжнародної бази даних GenBank за № 
JN129837 . 
2. Доведено ефективність запропонованої схеми підтримуючої селекції 
продуценту бактеріолізинів S. albus, що включає послідовну обробку культури 
мутагенами різної природи у встановлених ефективних дозах: HNO2 (0,5 М 
НNO2, 50 хв), ультрафіолетовим випромінюванням (240 Дж/м2), N-метил-N’-
нітро-N-нітрозогуанідіном (1 мг/см3, 20 хв). В результаті застосування 
комбінованого мутагенезу отримано штам S. albus UN44 з підвищеною до 4,5 
разів біосинтетичною активністю, який депоновано в Українській колекції 
мікроорганізмів. 
3. Визначено фрагменти ДНК досліджуваного продуценту, специфічні 
для селекціонованих з застосуванням різних мутагенів штамів-надсинтетиків, 
що може бути використано для ідентифікації культури та аналізу мінливості під 
впливом зовнішніх факторів. Виявлено фрагмент довжиною 300 пар 
нуклеотидів, що відрізняє всі мутанти від природного штаму, а також фрагмент, 
характерний лише для  останнього (1000 пар нуклеотидів). 
4. Встановлено оптимальний склад поживного середовища для синтезу 
бактеріолізинів селекціонованим продуцентом S. albus UN44. Показано, що 
заміна гідролізованого крохмалю в складі поживного середовища мелясою дає 
змогу підвищити на 40% рівень синтезу продукту (до 8-9 тис. МО/см3) та 
здешевити середовище в 1,5-2 рази.  
5. Експериметально обґрунтовано ефективність адсорбційного способу 
для одержання іммобілізованого бактеріолітичного препарату Циторецифен-М 
з використанням як носія аеросилу. Методами інфрачервоної спектроскопії 
встановлено, що в механізмі адсорбції бактеріолізинів на аеросилі суттєву роль 
відіграє утворення водневих зв'язків із силанольними групами та ОН-групами 
поверхні носія поряд з електростатичними взаємодіями. Визначено оптимальні 
параметри процесу іммобілізації бактеріолізинів на аеросилі: температура 
28 ºС, концентрація носія 5 %, тривалість процесу 30 хв.  
6. Вперше встановлено здатність S. albus UN44 до синтезу комплексу 
антибіотиків провідної антифунгальної активності. Хроматографічний (HPLC) 
та мас-спектрометричний аналізи найбільш активних очищених фракцій 
комплексу дозволив визначити наявність двох основних антибіотиків з 
молекулярними масами 390,3 і 254,1. За біоінформаційними базами даних вони 
ідентифіковані, відповідно, як біс(2-етилгексил)фталат (C24H38O4) і 3-O-
метилциклополова кислота (C12H14O6). Розроблено систему екстракції та 
фракціонування для одержання препаратів антибіотиків антифунгальної 
(хлороформ:ізопропанол (97:3–80:20)) та антибактеріальної (хлороформ, 
гексан:хлороформ (1:1)) дії. 
7. Доведено комбіновану дію препаратів-антисептиків на основі  
метаболітів Str. albus UN44 різної природи − лізоензимів та антибіотиків. 
Показано, що різні форми розроблених препаратів (іммобілізована, рідка й 
інші) здатні в 6-8 разів гальмувати утворення і руйнувати вже сформовану 
біоплівку патогену P. aeruginosa. Іммобілізований ферментний препарат  
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виявляє не лише літичну, а й бактеріостатичну дію щодо поширених збудників 
інфекційних процесів S. aureus, P. aeruginosa, E. coli. 
8. Вперше визначена висока антагоністична активність Str. albus UN44 
щодо фітопатогенів родів Bipolaris, Fusarium, Phytium, Rizoctonia (індекси 
пригнічення росту 25-80%) та здатність до стимуляції процесів проростання та 
розвитку рослин (гороху, тифону тощо) обумовили розробку препарату для 
рослинництва на основі культуральної рідини продуценту у вигляді суспензії та 
гранульованій формі.  
9. На базі встановлених характеристик та можливих сфер застосування 
досліджуваних антимікробних метаболітів розроблена поліваріантна 
біотехнологія наступних готових форм препаратів: іммобілізований 
бактеріолітичний препарат Циторецифен-М з активністю 100-150 тис. МО/г, 
рідкий та сухий антисептик Цитал, препарат для рослинництва Стрептофунгін-
Фіто у рідкій та гранульованій формі, препарат протеолітичної дії та препарат 
антибіотиків Стрептофунгін.  
10. З використанням різних форм отриманих ензимних препаратів 
розроблено склад синтетичного мийного засобу з антисептичним ефектом, 
композиції м′яких лікувальних засобів для ветеринарії, спосіб приготування 
хлібопекарського поліпшувача, спосіб отримання дієтичних добавок на основі 
клітинних структур молочнокислих бактерій.  
11. Соціальне значення розробленої та впровадженої біотехнології 
полягає у розширенні асортименту вітчизняної продукції (антисептичні 
препарати та засоби з їх вмістом) та появи додаткових робочих місць. 
Використані при розробці нормативної документації нові отримані наукові дані 
сприятимуть розвитку промислових процесів галузі та інженерних підходів.  
Економічна ефективність розробленої поліваріантної біотехнології обумовлена 
зниженням вартості оптимізованого поживного середовища для біосинтезу 
продукту в 1,5-2 рази з одночасним збільшенням продуктивності процесу на 
40%, а також можливістю отримувати одночасно кілька продуктів в одному 
технологічному циклі. Останнє визначає їх нижчу собівартість щодо 
закордонних аналогів на 20-30%. 
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Тодосійчук Т.С. Поліваріантна біотехнологія препаратів-антисептиків на 
основі мікробних бактеріолізинів. − Рукопис. 
Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора технічних наук за 
спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія. − Національний технічний університет 
України «Київський політехнічний інститут» МОН України,  Київ,  2016. 
Дисертацію присвячено науковому обгрунтуванню та розробці 
поліваріантної біотехнології різних форм антисептичних препаратів з 
використанням селекціонованого продуценту бактеріолізинів Streptomyces albus 
UN 44. Запропонована схема підтримуючої селекції продуценту, проведено  
комплексний таксономічний аналіз та реідентифікація культури. Вперше 
встановлена здатність культури до синтезу антифунгальних антибіотиків, які 
були виділені та ідентифіковані як біс(2-етилгексил)фталат і 3-O-
метилциклополова кислота. Модифіковано та оптимізовано склад поживного 
середовища для біосинтезу бактеріолізинів, що визначило його здешевлення у 
1,5-2 рази та підвищення продуктивності культури до 8-9 тис. МО/см3.  
Обгрунтована доцільність застосування адсорбційного способу для 
одержання іммобілізованої форми бактеріолітичного препарату з 
використанням аеросилу та встановлені основні механізми іммобілізації. 
Розроблені іммобілізований бактеріолітичний препарат з активністю 100 тис. 
МО/г,  рідкий комплексний антисептик Цитал, рідкий та гранульований 
препарати для рослинництва Стрептофунгін-Фіто, препарати окремих 
бактеріолізинів ферментного комплексу та препарат антибіотиків 
Стрептофунгін.  
Розроблено процеси застосування окремих препаратів у складі 
композицій побутових та промислових синтетичних мийних засобів, в основі 
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композицій м′яких та рідких форм лікувальних ветеринарних препаратів, а 
також в процесах отримання біологічно активних компонентів мікробних 
клітин та в харчовій промисловості.  
Ключові слова: біотехнологія, антисептичні препарати, бактеріолізини, 
селекція,  іммобілізація, готові форми, антибіотики, технологічні параметри.  
 
АННОТАЦИЯ  
Тодосийчук Т.С. Поливариантная биотехнология препаратов-
антисептиков на основе микробных бактериолизинов. − Рукопись. 
Диссертация на соискание ученой степени доктора технических наук по 
специальности 03.00.20 – биотехнология. − Национальный технический 
университет Украины «Киевский политехнический институт» МОН Украины,  
Киев,  2016. 
Диссертация посвящена научному обоснованию и разработке 
поливариантной биотехнологии разных форм антисептических препаратов с 
использованием селекционированного продуцента бактериолизинов 
Streptomyces albus UN 44. Предложена схема поддерживающей селекции 
продуцента, проведен комплексный таксономический анализ и 
реидентификация культуры. Впервые установлена способность культуры к 
синтезу антифунгальных антибиотиков, которые были выделены  и 
идентифицированы как бис(2-этилгексил)фталат і 3-O-метилциклополовая 
кислота. Модифицирован и оптимизирован состав питательной среды для 
биосинтеза бактериолизинов, что определило снижение его стоимости в 1,5-2 
раза и повышение продуктивности культуры до 8-9 тис. МО/см3.  
Обоснована целесообразность применения адсорбционного способа для 
получения иммобилизированной формы бактериолитического препарата с 
использованием аэросила и установлены основные механизмы иммобилизации. 
Разработаны иммобилизированный бактериолитический препарат с 
активностью 100 тыс. МЕ/г,  жидкий комплексный антисептик Цитал, жидкий и 
гранулированный препараты для растениеводства Стрептофунгин-Фито, 
препараты отдельных бактериолизинов ферментного комплекса и препарат 
антибиотиков Стрептофунгин.  
Разработаны процессы применения отдельных препаратов в составе  
композиций бытовых и промышленных синтетических моющих средств, в 
основе композиций мягких и жидких форм лечебных ветеринарных препаратов, 
а также в процессах получения биологически активных компонентов 
микробных клеток и в пищевой промышленности.  
Ключевые слова: биотехнология, антисептические препараты, 
бактериолизины, селекция,  иммобилизация, готовые формы, антибиотики, 
технологические параметры.  
 
 
 
 
 
 42
SUMMARY 
Тodosiichuk T.S. Polyalternative biotechnology of the antiseptic preparations 
on the base of microbial bacteriolysin. – Manuscript. 
Thesis for the degree of Doctor of  Technical Sciences in speciality 03.00.20. – 
Biotechnology. – National Technical University pf Ukraine ″Kiev Polytechnic 
Institute″ of Ministry of Education and Science of Ukraine, Kiev, 2016. 
The thesis is devoted to the scientific grounding and development of 
polyalternative biotechnology of multivariate antiseptic preparations based on 
bacteriolysin and other antimicrobial products of the selected producer Streptomyces 
albus UN44 with activity heightened in 4−4,5 times. The scheme of the supporting 
selection of producers, that includes step treatment with mutagens of different nature 
(nitrous acid, ultraviolet radiation, N-methyl-N'-nitro-N- nitrosoguanidine) in set 
effective doses was proposed, and subsequent selection of overproducers. The 
complex taxonomic analysis of culture was first conducted, with the definition of the 
nucleotide sequence of 16S rRNA gene and morphological, biochemical and 
biosynthetic features, that allowed to reidentify the culture as S. albus (initially S. 
recifensis var. lyticus). 
The possibility of replacing the hydrolyzed starch to molasses as a part of the 
nutrient medium for the biosynthesis of bacteriolysins by the selected strain was 
shown. Using the method of two-factor analysis of variance and central composite 
rotatable plan, the concentration of these components was optimized, which 
determined the price reduction of nutrient medium in 1,5-2 times and the increase of 
the biosynthetic activity of the culture by 30-40%. 
The increased stability and efficiency of the immobilized form of the 
bacteriolytic preparation from S. albus UN44 were detected, which was prepared 
using adsorption on aerosil silica, and the main binding mechanisms in the enzyme-
carrier system were shown − hydrogen bonds with silanol and OH-groups on the 
carrier surface, and the electrostatic interactions. The technological parameters of 
obtaining the immobilized drug were determined and became the basis of the 
Regulation (PR 20.59-02070987-001:2015) and biotechnology of the bacteriolytic 
drug Cytorecifen-M, which has been implemented at SE "Enzyme". It was shown, 
that the antimicrobial action of the immobilized drug is not only useful on clinical 
strains of pathogens in a state of suspension, but leads to the inhibition (in 8-10 
times) and the destruction of P. aeruginosa biomembrane. 
Stability of the bacteriolytic complex of S. albus UN44 when stored in a liquid 
phase of culture fluid at a temperature to +10°C and using of the sterilizing filtration 
has identified the possibility of developing a liquid form of antiseptics. Prospects for 
the use of this drug in veterinary medicine (and potentially medicine) are caused by 
the detected harmlessness of the producer, which is attributed to the group of the 
avirulent microorganisms (IV class of danger). 
The ability of the culture to synthesize complex antibiotics, which were 
identified using the matched system of two-stage extraction and fractionation, was 
detected for the first time. Using the methods of chromatography-mass spectrometry 
analysis, the main antibiotic compounds of the culture were investigated and 
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identified: bis (2-ethylhexyl) phthalate (C24H38O4) and 3-O-metylcyclopolic acid 
(C12H14O6) with molecular masses of 390,3 and 254,1 respectively. For obtaining the 
antibiotics of antifungal and antibacterial specificity, the extraction and fractionation 
system was chosen, using column chromatography and the eluents, accordingly, 
chloroform:isopropanol (97:3−80:20) and chloroform or hexane:chloroform (1:1). 
The determined conditions of allocation of antibiotics were used to develop the 
technological foundations for obtaining another form of medication-antiseptic from S. 
albus UN44. 
For the first time was defined the high antagonistic activity of S. albus UN44 
towards  relatively common phytopathogenes of genera Bipolaris, Fusarium, 
Phytium, Rizoctonia, along with the  shown growth-stimulating activity determines 
the feasibility of using one of the developed forms of antiseptics in crop. The culture 
fluid preparation with a concentration 108−109 CFU/cm3 can be produced in the form 
of a suspension or dried and granulated form. 
The immobilized form of the enzyme preparation is used in the development of 
patented synthetic detergent with antiseptic effect, which is recommended for 
everyday use and for washing in hospitals. The possibility of the Cytal drug usage 
was shown in the processes of the food industry for the preparation of bakery 
improver, that improves the product quality in organoleptic characteristics and the 
porosity (7%). The mode of biomass degradation of selected lactic acid bacteria 
cultures using bacteriolysins for obtaining dietary supplements was developed and 
put into production. 
The composition of the mild medical form (ointment) was matched, using the 
Cytal preparation, which contains formative components in certain concentrations 
(polyethylene, polyethylene glycol, proxanol 268, glycerin), anesthetic (lidocaine), 
preservative (ofloxacin) and reveals the prolonged antimicrobial action. 
Based on the research, the technical design for essential equipment and 
biotechnology of various forms of antiseptic drugs were developed, the normative 
documentation for the production and recommendations for the use of drugs were 
approved. Some technologies and processes were tested and put into production, 
practice and teaching process. The practical significance of the results was confirmed 
by relevant implementing regulations, recommendations for use and patents. 
Keywords: biotechnology, antiseptic preparations, bacteriolysin, selection, 
immobilization, ready form, antibiotic, technological conditions.  
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